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GLOSARIO. 
 
 
Analito: El constituyente de interés en una muestra. 
 
Blanco del método (BK): Muestra que sin contener analito pasa a través de 
todos los pasos del método. 
 
Calibración: Proceso para asegurar que la señal de la medición dada por un 
equipo o instrumento es correcta. 
 
Curva de calibración: Resultado de la estandarización que muestra gráficamente 
como la señal del método cambia respecto a la cantidad de analito. 
 
Determinación: Análisis de una muestra que busca la identidad, la concentración 
o las propiedades del analito. 
 
Estandarización: Proceso para establecer la relación entre la cantidad de analito 
y la señal del método. 
 
Exactitud de una medición: Proximidad entre el resultado de una medición y el 
valor verdadero del mesurando. 
 
Interferencias: Son perturbaciones que alteran una, varias o todas las etapas del 
proceso analítico y por consiguiente a los resultados analíticos, que se ven 
afectados por errores sistemáticos.  
 
Intervalo de trabajo, rango: Diferencia en magnitud entre la mayor y menor 
concentración de analito que puede determinarse satisfactoriamente con 
adecuada linealidad, exactitud y precisión. 
 
Límite de cuantificación: Es la menor cantidad de analito que puede ser 
determinada cuantitativamente con una incertidumbre asociada, para un nivel 
dado de confianza. 
 
Límite de detección: Es la menor cantidad de analito que puede ser distinguida 
del ruido de fondo, para un nivel dado de confianza. 
 
Linealidad: Capacidad del método para producir resultados proporcionales, 
directamente o mediante una transformación matemática, a la concentración del 
analito en las muestras, dentro de un determinado rango. 
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Medición: Determinación experimental de una propiedad química o física del 
analito, usualmente producto de la comparación con un patrón trazable a un 
estándar definido y aceptado. 
 
Método: Forma de analizar una muestra para un analito específico en una matriz 
específica. 
 
Muestra: Parte del sistema que se somete a análisis. 
 
Precisión: Indica el grado de concordancia entre los datos obtenidos para réplicas 
de una misma muestra, aplicando el mismo procedimiento experimental bajo 
condiciones preestablecidas  
 
Regresión lineal: Técnica matemática para ajustar una ecuación, a una tendencia 
lineal, obtenida experimentalmente. 
 
Sensibilidad: Es una medida del factor de respuesta del instrumento como una 
función de la concentración. Normalmente se mide como la pendiente de la curva 
de calibración. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
El Centro Integral de Diagnóstico Agropecuario de Risaralda CIDAR es una 
dependencia adscrita a la secretaria de desarrollo agropecuario de la Gobernación 
de Risaralda, el cual tiene la finalidad de atender el programa nacional de 
protección agropecuaria  SINPAGRO, del ministerio de agricultura y brindar 
asesoría técnica al sector agropecuario del  departamento por medio de sus 
servicios en el  laboratorio veterinario  y zoonosis, laboratorio de suelos, 
laboratorio de aguas, laboratorio de microbiología animal y agrícola, laboratorio de 
calidad de la leche, teniendo como objetivo prestar servicios con criterios de 
calidad, lo cual se evidencia a través de la generación de datos confiables. 
 
En el laboratorio de suelos se lleva a cabo el análisis de fertilidad, el cual es 
fundamental para  determinar el contenido de nutrientes esenciales en el 
desarrollo de las plantas,  y consiste en la determinación de pH, materia orgánica, 
fósforo, calcio, magnesio, aluminio, nitrógeno por materia orgánica y textura,  con 
el fin de obtener un diagnóstico adecuado en el manejo de suelos.  
 
La determinación de fósforo es uno de los análisis más importantes, ya que por 
medio de este se  puede diagnosticar e interpretar las deficiencias o excesos 
nutricionales de P en las plantas; pero este análisis se realiza en el laboratorio 
CIDAR con una técnica de análisis químico sin estandarizar, lo cual genera 
resultados poco confiables, desconociéndose la reproducibilidad, la exactitud, y los 
límites de detección y cuantificación que permitan emitir resultados con las 
características de quimiometría exigidas por las buenas prácticas de laboratorio. 
 
El presente trabajo pretende estandarizar mediante la norma NTC/ISO/IEC 17025 
de 2005 la metodología Bray II para la determinación de fosfatos en suelos, con el 
fin de  garantizar la calidad analítica de  los resultados  obtenidos en el laboratorio 
CIDAR, reduciendo la incertidumbre,  el tiempo, los recursos, y ampliando los 
rangos de operación, permitiendo un servicio satisfactorio en el análisis de fósforo 
al sector agropecuario de Risaralda. 
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2. JUSTIFICACIÓN. 
 
 
 La Gobernación de Risaralda y la secretaría de desarrollo agropecuario dadas las 
condiciones geográficas  del departamento y en miras de fortalecer el sector 
agropecuario, en 1988 crearon el Centro Integral de Diagnostico Agropecuario de 
Risaralda CIDAR,  con el fin de ofrecerle al sector agropecuario asesoría técnica y 
la realización de análisis de fertilidad  del suelo para determinar las carencias y 
suficiencias del mismo, ya que los agricultores poseen poca información en cuanto 
al uso y dosificación de fertilizantes, generándose en el suelo  una deficiencia y/o 
saturación de los mismos, ocasionado daños en las plantas. 
 
 En el  análisis  fertilidad, la determinación de fósforo juega un papel muy 
importante porque es uno de los 17 nutrientes esenciales para el crecimiento de 
las plantas, sus funciones no pueden ser ejecutadas por ningún otro.  El fósforo es 
un macro-elemento esencial para el crecimiento de las plantas, participa en los 
procesos metabólicos, tales como la fotosíntesis, la transferencia de energía y la 
síntesis y degradación de los carbohidratos. La deficiencia de fosforo retrasa la 
floración, reduce el número de flores y semillas por vaina, afectando además el 
proceso de madurez y el desarrollo de los tejidos reproductivos. 
 
El fósforo se encuentra en el suelo en compuestos orgánicos y en minerales. Sin 
embargo, la cantidad del fósforo disponible en el suelo es muy baja en 
comparación con la cantidad total del fósforo en el suelo. Por lo tanto, en muchos 
casos, los fertilizantes de fósforo deben ser aplicados para satisfacer los 
requerimientos nutricionales del cultivo. El nivel del fósforo en los análisis de 
suelos, da una medida de la capacidad del suelo para suministrar fósforo a la 
solución del suelo, sin embargo un mal  diagnóstico puede dar lugar a 
fertilizaciones insuficientes, así como a dosis excesivas, que bloquean la 
absorción de otros elementos, tales como el hierro, el manganeso y el zinc.  
 
 
Por tal motivo se requieren diagnósticos adecuados para la determinación fósforo 
con metodologías estandarizadas de acuerdo a las normas nacionales e 
internacionales vigentes, como la NTC 5350 de 2005, que recomienda el método  
BRAY II para dicha determinación. De este modo el  CIDAR  puede proporcionar 
diagnósticos adecuados, que permitan una adecuada fertilización al sector 
agropecuario de Risaralda. 
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3. OBJETIVOS. 
 
 
3.1     OBJETIVO GENERAL 
 
 
3.1.1 Estandarizar el método fotométrico para  medición de  fosfatos PO43- en  
muestras de suelos en el centro integral de diagnóstico agropecuario de 
Risaralda (CIDAR). 
 
 
3.2     OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
3.2.1 Determinar las figuras de mérito exactitud, precisión, límite de detección, 
límite de cuantificación, linealidad, y sensibilidad para la estandarización del 
método Bray II para la determinación de fósforo disponible en suelos. 
 
3.2.2 Elaborar el instructivo,  manual de trabajo y hoja de vida del equipo 
fotométrico HACH modelo DR/ 2010 del  laboratorio CIDAR. 
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4. MARCO TEÓRICO. 
 
 
4.1 GENERALIDADES DEL CIDAR. 
 
El Centro Integral de Diagnostico Agropecuario de Risaralda CIDAR es una 
dependencia adscrita a la secretaria de desarrollo agropecuario de la Gobernación 
de Risaralda, creado en  1988 el cual tiene la finalidad de atender el programa 
nacional de protección agropecuaria  SINPAGRO, del ministerio de agricultura y 
proponer el buen uso de los recursos naturales, involucrando los conceptos de 
productividad y sostenibilidad  comprometida con el desarrollo técnico, tecnológico 
y económico de los proyectos agrícolas y pecuarios, cuenta con  servicios en el  
laboratorio veterinario y zoonosis , laboratorio de suelos, laboratorio de aguas, 
laboratorio de microbiología animal y agrícola, laboratorio de calidad de la leche 
[1]. 
 
En el laboratorio de suelos se lleva a cabo el análisis de fertilidad que consiste en 
la determinación de pH, materia orgánica, fósforo, calcio, magnesio, aluminio, 
nitrógeno por materia orgánica y textura, el cual se realiza para recomendar a los 
agricultores de Risaralda un diagnóstico adecuado de fertilización, con la cantidad 
exacta del producto comercial para lograr una alta productividad, generando el 
menor impacto ambiental derivado de la aplicación de fertilizantes. 
 
 El fundamento de la extracción del P disponible en el suelo se basa en la 
disociación de cualquiera de las formas insolubles de este, liberándolos en forma 
de fosfato. Existe una gran variedad de métodos para determinar el P disponible, 
condicionados principalmente al tipo de suelo que contiene el elemento y al pH del 
mismo [2]. 
 
En 1945 Bray Y Kurtz proponen un método rápido para estimar las formas de 
fosforo disponible para las plantas y consiste en la extracción con una solución de 
NH4F 0.03 N y HCl 0.1 N que se basa en el efecto de disolver algunos fosfatos de 
calcio y una parte de fosfato de  hierro y aluminio; en solución acida, el   NH4F  
disuelve los fosfatos de hierro y aluminio por medio de la formación de complejos 
con el ion fluoruro; este método es utilizado en suelos ácidos con bajas cantidades 
de nutrientes por lo que no es indicado en suelos con un pH > 6  [3]. 
 
 
Para obtener resultados con un alto nivel de confiabilidad el CIDAR  pretende 
estandarizar la extracción de fosfatos por el método fotométrico de Bray y Kurtz Nº 
2 basados en los parámetros de calidad de la IUPAC y EUROCHEM [4,5]. 
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4.2 GENERALIDADES DEL SUELO 
 
 
El suelo es la parte superficial de la corteza terrestre en que vive y crece la 
vegetación y otros organismos. Se diferencia de las rocas por sus propiedades 
físicas, químicas, biológicas y el contenido de materia orgánica. Para hacer una 
descripción general del suelo, se podría decir que los componentes de este son: 
fracción mineral, orgánica, agua, aire y organismos vivos. En la figura 1 se puede 
observar  las proporciones de cada fracción  teniendo en cuenta como  varían para 
cada suelo [6]. 
 
 
 
 
Figura 1: composición general del suelo. Fuente: procesos microbianos, Lilian 
Frioni. 
 
 
 
4.2.1 Composición del suelo. 
 
El examen más superficial del suelo muestra la gran variedad de componentes y 
las diferentes formas de asociarse entre sí. Sin embargo existen diferentes grupos 
constituyentes que se encuentran presentes en todos los tipos de suelo y permiten 
darle una generalidad al estudio [7]. 
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4.2.1.1 Fase sólida. Está constituida por materia orgánica y materia mineral. 
 
 Materia orgánica: le confiere al suelo un carácter distintivo como asiento de 
vida a las plantas, es el hábitat de un micro flora y fauna complejas. Algunos 
autores utilizan el término de humus que es una materia amorfa y oscura 
originada de fragmento de plantas y animales que han perdido toda señal de 
materia original. Otros autores la confieren como la materia negra o una 
fracción definida y estructura fácil de reconocer, que puede formar una porción 
considerable de la parte orgánica total. 
 
 Materia mineral: el suelo está constituido por partículas que le imprimen unas 
características físicas especiales. Su tamaño es muy variado desde fragmentos 
de rocas y gravas hasta partículas microscópicas de arcillas. Estas partículas 
se clasifican por su tamaño. La Internacional Society of Soil Science ha 
acordado que deben distinguirse las siguientes fracciones de acuerdo a su 
diámetro como lo muestra la tabla 1 [8]. 
 
Tabla 1: tamaño de partícula según la International Society of Soil Science. 
 
Fracciones Límite de diámetro (mm) 
Arena gruesa 2.0-0.2 
Arena fina 0.2-0.02 
Limo 0.02-0.002 
Arcilla <  0.002 
 
 
4.2.1.2 Fase liquida. Está compuesta por agua (solución del suelo), la cual por 
su carácter coloidal y granular tiene la propiedad de retener agua 
originada de lluvia y riegos propiedad de suma importancia para la vida 
de las plantas. 
 
Esta agua es retenida de dos modos: en los poros o intersticios que existen en las 
partículas y por adhesión a las partículas de arcilla y de materia orgánica. Estas 
partículas coloidales de arcilla y materia orgánica son de manera irregular, 
constituyendo por ello espacios desiguales que se juntan en grumos y terrones  
separados entre sí por cavidades. 
 
4.2.1.3 Fase gaseosa. Es importante conocer que existen marcadas diferencias 
entre el aire del suelo y el de atmosfera libre. Estas deferencias son: El 
contenido de anhídrido carbónico del aire del suelo es mucho mayor que 
el de la atmosfera, el aire del suelo está saturado con vapor de agua y 
contiene menos oxígeno y nitrógeno que la atmosfera; estas diferencias 
son las que determinan las riquezas del suelo en cuanto a materia 
orgánica. 
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4.2.2 Propiedades físicas del suelo. 
 
Debido a la estrecha asociación de partículas minerales de diámetro diferente los 
suelos presentan características en sus propiedades  físicas [9]. 
 
4.2.2.1 Densidad real: Es la función aditiva de las densidades de los 
constituyentes del suelo. Depende principalmente de la cantidad de materia 
orgánica e inorgánica presente en el suelo. 
 
4.2.2.2  Densidad aparente: Es el peso de la masa del suelo, más los espacios 
ocupados por agua y aire, con respecto a un volumen determinado. En la tabla 2 
se muestran algunas densidades aparente de algunas clases de suelos.  
 
Tabla 2: valores de densidades aparentes de algunas clases de  suelo [8]. 
 
 
Clase 
 
Densidad 
Arenoso 1.55-1.8 
Franco arenoso 
 
1.4-1.6 
Franco 
 
1.35-1.5 
Orgánico 
 
< 1.0 
Arcilloso 
 
1.2-1.3 
 
 
 
4.2.2.3 Estructura del suelo. Se considera como una consecuencia de la 
agregación  de partículas del suelo para formar agregados compuestos. 
 
Las clases de estructuras son: laminar, columnar, prismática, blocosa y granular. 
Un suelo sin estructura se presenta cuando las partículas que lo constituyen no 
forman terrones, como es el caso del suelo arcilloso y los suelos arenoso, en 
donde las partículas de arena no se agrupan en una estructura definida. 
 
4.2.2.4 Consistencia. Se consideran dos términos: la plasticidad y la cohesión. La 
plasticidad es la propiedad que presenta el suelo cuando existen en él cierta 
proporción de agua. La cohesión es una propiedad relacionada con la 
plasticidad.es la dureza que presentan los terrones de un suelo al desecarse, por 
la fuerza de atracción entre las partículas coloidales. 
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4.2.2.5 Color. Está relacionado con la constitución de su complejo coloidal. Debe 
tenerse en cuenta que a medida que el suelo se seca, su color cambia de color 
tornándose más claro, este cambio es  debido  al revestimiento  de las partículas 
que forman la parte gruesa del complejo coloidal y al desarrollo de espacios con 
aire en los terrones por la deshidratación del material coloidal. 
 
4.2.2.6 Permeabilidad. Está relacionada con la estructura, con la textura, con el 
contenido de la arcilla y con la porosidad (contenido orgánico y mineral del suelo) 
ya que a mayor drenaje natural, mayor facilidad para que el agua penetre en el 
suelo. 
 
4.2.2.6.1 Drenaje: es la facilidad con que el agua se seca después de la lluvia. 
 
 
4.3 EL FOSFORO DEL SUELO  
 
 
El fósforo (P) es un macro nutrimento esencial para las plantas y los 
microorganismos, junto con el nitrógeno y el potasio se encuentra en estado libre 
en la naturaleza porque se oxida muy fácilmente; sin embargo, son muy comunes 
los compuestos orgánicos y principalmente minerales que contienen fósforo; este 
a su vez puede ser un nutriente limitante, ya que es un componente de los ácidos 
nucleicos y de los fosfolípidos. 
 
Los análisis de P sirven fundamentalmente para el control dela dosificación de 
productos químicos en tratamientos de agua o suelos, o como un medio para 
determinar que un sistema presenta contaminación por exceso de este compuesto 
[9]. 
 
 
4.3.1 Formas de fósforo en el suelo  
 
El fósforo en el suelo se clasifica como orgánico e inorgánico, dependiendo de la 
naturaleza de los compuestos en los que aparece. La fracción orgánica se 
encuentra en el humus y otros materiales orgánicos que pueden o no estar 
asociados con él. 
 
La fracción inorgánica  se presenta en numerosas combinaciones con hierro 
aluminio, calcio, flúor y otros elementos. Los fosfatos también reacción con las 
arcillas para formar complejos arcillo fosfatados, los cuales son generalmente 
insolubles.  
 
Los compuestos del fosforo se pueden agrupar en las siguientes clases: 
 
 Fósforo inorgánico en suelos neutros, probablemente fosfatos de calcio. 
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 Fósforo inorgánico en suelos ácidos; en combinación con óxidos de hierro y 
aluminio. 
 
 
 Compuestos orgánicos, fósforo soluble H2PO4-  y HPO4 -2 que se encuentran en 
la solución del suelo, también hacen parte de la fracción inorgánica del fósforo 
del suelo. 
 
 
4.3.2 Factores que afectan la disponibilidad del fósforo.  La disponibilidad del 
fósforo depende de varias condiciones del suelo [10]. 
 
 Humedad: el  movimiento de fósforo aumenta con el contenido de agua del 
suelo. Por otra parte la absorción del fósforo por las plantas aumenta cuando la 
succión matriz del suelo disminuye, lo que concuerda con el concepto  de que 
la transferencia de nutrientes a las raíces se efectúa por medio del agua. 
 
 Textura: influye en la asimilabilidad del fósforo tanto por el contenido de agua 
que el suelo puede retener por la contribución a la riqueza del fósforo del suelo. 
Los suelos de textura gruesa tiene menor contenido de agua por tanto menor 
difusión de fósforo hacia la raíz.  
 
 Materia Orgánica: generalmente tiene poca capacidad para fijar fuertemente 
los iones fosfatos. 
 
 El pH: la mayor parte de la fijación de fósforo, ocurre a muy bajos o muy altos 
valores de pH. Cuando el pH sube desde menos 5 hasta 6, los fosfatos de 
hierro u aluminio se hacen menos solubles y cuando cae desde 8 hasta menos 
6, los fosfatos de calcio incrementa su solubilidad. Los suelos de minerales 
tiene fijación de fosfatos baja. 
 
 
 
4.4 ANÁLISIS DE FÓSFORO EN EL SUELO.  
 
 
En 1945 Bray Y Kurtz proponen un método rápido para estimar las formas de 
fosforo disponible para las plantas y consiste en la extracción con una solución de 
NH4F 0.03 N y HCl 0.1 N que se basa en el efecto solubilizador de H+ sobre el P 
en el suelo y la capacidad del ion F- de bajar la actividad del Al+3, evitando la re 
adsorción de los fosfatos en el sistema de extracción [11]. 
 
Cuando se reducen los molibdatos, aparece un color azul característico (reacción 
del azul de molibdeno). 
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Este  método usa una solución extractora una mezcla de fluoruro de amonio 
(NH4F) y ácido clorhídrico (HCl). Con el fin de incluir una mayor cantidad de 
fósforo proveniente de la apatita del suelo. El ion flúor (F-) puede solubilizar los 
fosfatos de hierro y aluminio por su propiedad de formar complejos con estos 
cationes en solución ácida, con la consecuente liberación del fósforo retenido en el 
suelo por esos iones trivalentes. 
 
                        
          Al    OH 
                           O 
 O                         
           Al  O  P  OH + H+ + F-               AlF63-  +  H2PO4- 
                               
 O                       OH 
             Al OH2+ 
 
P absorbido sobre superficie mineral                     P disponible  
 
 
4.5  ESTANDARIZACIÓN 
 
La estandarización de un método analítico es un proceso riguroso que tiene como 
objetivo establecer o definir las condiciones de análisis en que se pretende 
cuantificar un analito. Que  dependiendo de la técnica analítica a la que 
pertenezca el método, la matriz o matrices, el analito, la cantidad de parámetros 
de estandarización y de la metodología empleada para su desarrollo puede 
requerir de un tiempo considerable (en algunos casos puede superar los seis 
meses) [12]. 
 
Los análisis de laboratorio son una parte fundamental hoy en día en  los sistemas 
de gestión, por ende los laboratorios que trabajan en éstos campos deben tener 
controlados todos sus procesos, desde el momento en  que reciben las muestras 
hasta que emiten el resultado final, pasando por el proceso de análisis, en todos 
los análisis  se requiere una confianza en los resultados obtenidos. La 
estandarización de las metodologías analíticas, junto con otras actividades 
englobadas en la gran área del aseguramiento de la calidad permite conseguir 
calidad otorgando la confianza necesaria. 
 
Por tanto, un método siempre debe estandarizarse cuando es necesario verificar 
que sus parámetros de calidad se adecuan a las necesidades analíticas del 
laboratorio. Estos parámetros de calidad, llamados “performance characteristics” o 
“figures of merit” en inglés, son de tipo estadístico y  se  calculan mediante 
herramientas matemático – estadísticas tales como: exactitud, precisión, 
sensibilidad, selectividad, límites de detección y cuantificación, entre otros, 
permitiendo así la confirmación de la metodología empleada para el uso propuesto 
y la confiabilidad de los resultados obtenidos. 
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4.5.1 Parámetros de Calidad:  
 
4.5.1.1 Linealidad y rango:  
 
Linealidad es la capacidad del método de proporcionar resultados directamente 
proporcionales a la concentración del analito de la muestra dentro del rango 
establecido y  el rango es el intervalo de concentración del analito para la cual se 
demostrado la correcta precisión, exactitud y linealidad del método descrito [13]. 
 
Con los resultados obtenidos en el estudio de la linealidad se tabulan los datos en 
una tabla relacionando las concentraciones (x) y la absorbancia (y).La relación de 
ambas variables se expresa matemáticamente como una recta de regresión del 
tipo y = bx + a  obtenida por un método de ajuste, donde y es la Absorbancia, a es 
el intercepto, b es la pendiente y x  la concentración.  
 
El coeficiente de correlación (r) indica el grado de relación entre la concentración 
(x) y la respuesta (y). Su valor máximo es 1, si r es cercano a la unidad significa 
que existe correlación con una probabilidad elevada, un valor nulo indica ausencia 
de relación lineal entre variables, el valor recomendado es r  ≥  0.999. 
 
 
4.5.1.2 Exactitud se define como la proximidad entre el valor medido y el valor 
verdadero de una magnitud a medir. La “exactitud en la medida” no es una 
magnitud y no se expresa numéricamente. Se dice que una medición es más 
exacta cuanto más pequeño es el error de la medición. 
 
4.5.1.3 Precisión: se define como el grado de concordancia mutua entre los 
datos que se han obtenido de una misma forma. La precisión se puede 
expresar numéricamente mediante medidas de dispersión tales como 
desviación estándar, variancia o el coeficiente de variación bajo las 
condiciones especificadas. La precisión, se utiliza para definir a la 
repetitividad  y reproducibilidad de una medida [14]. 
  
4.5.1.3.1 Desviación Estándar: es una medida de dispersión, que nos indica 
cuánto pueden alejarse los valores respecto al promedio (media), por lo 
tanto es  útil para buscar probabilidades de que un evento ocurra. La 
desviación estándar, s, para la muestra está dada por: 
 
Siendo: 
 
 S = Desviación Estándar 
 x = Puntaje bruto 
 
= media de la distribución. 
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n = tamaño de la muestra. 
 
4.5.1.3.2  Varianza o coeficiente de variación: es una medida de dispersión la 
cual mide la variabilidad en porcentaje de un conjunto de datos.  
 
 
Dónde: 
 
 S = Desviación Estándar 
 
Xm= media de la distribución. 
 
 
 
4.5.1.3 Sensibilidad: se define como la pendiente de la curva de calibrado a la 
concentración objeto de estudio. [14] 
 
S= mc + Sbl 
Dónde:  
 
S es la señal medida 
c es la concentración del analito  
Sbl es la señal instrumental de un blanco (Intercesión de la recta     con el eje y) 
 m es la pendiente de la línea recta 
 
 
4.1.1.5 Límite de detección (LOD): es la mínima concentración o mínima masa 
de analito que se puede detectar para un nivel de confianza dado. Este límite 
depende de la relación entre la magnitud de la señal analítica y el valor de las 
fluctuaciones estadísticas de la señal del Blanco. La mínima señal analítica 
distinguible Sm se considera que es igual a  la  suma de la señal media del blanco 
(Ŝbl) más un múltiplo tres veces  de la desviación estándar del mismo [14]. 
 
Sm= Ŝbl + 3Sbl 
 
 
 
4.1.1.6 Límite de cuantificación (LOQ): considerado como el límite de 
concentración  más bajo para mediciones cuantitativamente precisas, Se define 
como la cantidad de analito que proporciona una señal igual a la del blanco más 
diez veces la desviación estándar del blanco. 
 
Sm= Ŝbl + 10Sbl 
 
 
 
 26 
 
 
 
 
4.6 ESPECTROFOTOMETRÍA ULTRAVIOLETA –VISIBLE 
 
La espectrofotometría ultravioleta-visible es una técnica de medición de 
concentración de masa de elementos y compuestos (especies) químicos (análisis 
cuantitativo), cuyo principio es la interacción entre la energía electromagnética con 
la materia. En forma más específica la espectrofotometría ultravioleta – visible se 
fundamenta en medir la radiación monocromática absorbida por un elemento o 
molécula causante de desplazamientos electrónicos a capas superiores, estas 
transiciones determinan la región del espectro en la que tiene lugar la absorción. 
La figura 2 muestra la interacción de la radiación con la materia [15]. 
 
 
 
 
Figura 2: interacción de la radiación con la materia 
 
 
 
4.6.1 Ley de Beer-Lambert 
 
La ley fundamental en la que se basan los métodos espectrofotométricos es la de 
Bouguer-Beer, Lambert, Beer y establece: 
 
4.6.1.1 La relación entre la intensidad de la luz transmitida o energía radiante I y 
la energía radiante incidente I0 es una función del espesor de la celda b 
a través del medio absorbente, de acuerdo a: 
 
α = abc 
Donde: 
 
α = absorbancia 
b = espesor de la celda 
a = absortividad 
c = concentración 
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4.6.1.2 La cantidad de energía electromagnética monocromática absorbida por 
un elemento es directamente proporcional a la concentración de la(s) 
especie(s) que absorbe(n) y a la longitud de la trayectoria de la muestra 
para un conjunto de condiciones instrumentales establecidas.  
Si α = Log (I0/I) donde: α = absorbancia entonces T = (I/ I0) donde: T = 
transmitancia, entonces:  
 
α = -Log T 
 
El intervalo de longitudes de onda consideradas para la técnica de 
espectrofotometría de ultravioleta-visible son: 
 
 De 190 a 326 nm longitud de onda de la radiación generada por lámpara de 
deuterio para la región de ultravioleta. 
 
 De 326 a 1100 nm longitud de onda de la radiación generada por lámpara de 
tungsteno para la región del visible. 
 
4.6.2 Equipos de medición utilizados. 
 
Los equipos comúnmente utilizados en las técnicas analíticas de 
espectrofotometría son los espectrofotómetros y los fotocolorímetros o fotómetros. 
Los espectrofotómetros son equipos que tienen en su sistema un monocromador 
que permite la selección de la longitud de onda con una alta resolución. Un 
fotocolorímetro a diferencia del espectrofotómetro utiliza sólo sistemas de filtros 
para seleccionar un intervalo de longitudes de onda con una menor resolución que 
el espectrofotómetro. 
 
Los componentes principales de un espectrofotómetro se muestran en la figura 3. 
 
Figura 3: componentes del espectrofotómetro 
 
 
4.6.3 Introducción de la muestra 
 
Existen varias formas para introducir la muestra al espectrofotómetro ultravioleta-
visible, entre las más usadas se encuentran: 
 
4.3.3.1 Manual: Para esta operación son utilizadas celdas de vidrio o de cuarzo 
(dependiendo de la longitud de onda que indica el método) donde se coloca la 
 28 
 
muestra y ésta a su vez se introduce en un compartimiento específico del 
espectrofotómetro. El espesor de las celdas utilizadas comúnmente es de 1 cm, 
sin embargo, es factible contar con espesores hasta de 10 cm de espesor, 
teniendo influencia directa en la cantidad de luz absorbida por la muestra. 
 
4.3.3.2 Flujo continuo: Los espectrofotómetros también cuentan con bombas 
peristálticas para la inyección de flujo continuo de muestras, sin embargo, éstas 
sólo son para facilitar la introducción de la muestra que finalmente llega a una 
celda de vidrio o cuarzo que podrá tener características similares a las 
mencionadas en el párrafo anterior. 
 
 
4.6.4 Análisis cuantitativo 
 
Cuando la absorbancia de soluciones estándar de concentración conocida del 
elemento a determinar se grafica versus la concentración, se obtiene una curva de 
calibración. La curva así obtenida es generalmente lineal a bajas concentraciones 
y la concentración de la muestra puede ser determinada por interpolación de su 
absorbancia en la curva de calibración. Para emplear este método de análisis 
cuantitativo, la composición de las soluciones estándar deben ser preparadas lo 
más semejante posible a la composición de la muestra para compensar o eliminar 
interferencias. 
 
4.7 Curvas de calibración. 
 
Entre las características definidas para un método analítico está su linealidad, 
definida como la habilidad de un método analítico para entregar resultados 
proporcionales a la concentración de un analito en un rango específico. Solo 
algunas veces, los procedimientos analíticos propuestos llegan a proponer los 
datos de una curva de calibración típica, pero en todos los casos la información es 
suficiente para definir las concentraciones de las soluciones a preparar para 
obtener la curva de calibración [16]. 
 
Un primer objetivo en la implementación y validación de un método analítico es 
verificar el comportamiento del sistema en el laboratorio propio, para ello se 
construye una curva de calibración con un mínimo de cinco puntos, para un 
intervalo de confianza del 95%, un óptimo de siete puntos, para un intervalo de 
confianza del 95%, y un máximo de ocho puntos, para un intervalo de confianza 
del 99%. La validación y revalidación, por lo tanto de una curva de calibración tan 
estricta como la descrita, se lleva a cabo durante la implementación del método o 
cuando alguna condición analítica cambia, o dependiendo de los requerimientos y 
condiciones del método. 
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4.8 EQUIPO 
 
 
4.8.1 Espectrofotómetro ultravioleta-visible 
 
El espectrofotómetro HACH modelo DR/2010 es un aparato de haz único 
controlado por microprocesador que se emplea para realizar comprobaciones 
colorimétricas en el laboratorio o en el terreno. El aparato ha sido previamente 
calibrado para efectuar más de 120 mediciones colorimétricas diferentes y permite 
efectuar calibraciones útiles para los métodos creados por el usuario y para los 
futuros métodos de HACH. En la foto número 1 se muestra el Espectrofotómetro 
ultravioleta-visible espectrofotómetro HACH modelo DR/2010 [17]. 
 
 
 
Foto Nº1: espectrofotómetro ultravioleta-visible espectrofotómetro HACH modelo 
DR/2010 
 
 
4.8.2 Características generales del equipo 
 
  Intervalo de longitud de onda: 400 – 900 nm 
 
 Anchura de la banda espectral: 7 nm nominal @ 600 nm 
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 Exactitud de longitud de onda: ± 2 nm de 400 – 700 n; ± nm de 700 -900 
nm. 
 
 Resolución de longitud de onda: 1 nm. 
 
 Diseño del monocromador: Prisma Littrow, óptica esférica. 
 
 Selección de longitud de onda: manual. 
 
 Lectura de longitud de onda: LCD de 3 dígitos, altura de caracteres de 0.5 
cm. 
 
 Linealidad fotométrica: ± 0.002 A (0-1 A modo de encendido constante). 
 
 Reproducibilidad fotométrica: ±0.005 A (0-1 A modo de encendido 
constante). 
 
 Fuente luminosa: Lámpara de halógeno de tungsteno. 
 
 Detector: fotodiodo de silicona; UV incrementado. 
 
  Lectura de datos: LCD 4 dígitos, altura de caracteres de 1.5 cm. 
 
 Modo de lectura: transmitancia, absorbencia y concentración. 
 
 Idiomas: seleccionable por el menú. Inglés, francés, español, alemán, 
holandés, portugués y japonés. 
 
 Salida  externas: RS- 232 en serie con apretón de manos (impresora 
operativa), conector  RS232de 9 clavijas. 
 
 Potencia de línea: se selecciona automáticamente corriente alterna de 95 a 
240 + 10% voltios; 50/60 Hz. 
 
 Potencia de batería: batería de ácido de plomo sellado (operativa) 
recargable de 8V o 6 pillas de tamaño “D”. 
 
 Dimensiones: 22 × 24 × 11 cm (8.75 × 9.5 × 4.375 pulgadas). 
 
 Peso: Neto 2 kg. 
 
 Rango dinámico: 0-2 A (100:1). 
 
 Luz parasita:< 1.0 % a 400 nm. 
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 Vida útil de la Bombilla: 2000 horas, > 1.000.000 ciclos de medición. 
 
 Vida útil de la batería (recargable): Neto: 1.1 kg 
 
 Margen de temperatura: margen operativo de 0 – 40 C. 
 
 Margen de almacenamiento. – 40 a 60 C 
 
 
4.8.3 Controles operativos, indicadores y conexiones  
 
La figura 4 muestra la relación entre la pantalla del DR/2010 y los controles 
operativos. Los  ajustes en la pantalla se pueden seleccionar usando las teclas 
numéricas del 0 al 9. Por otra parte, al introducir valores numéricos, como ajustes 
de longitud de onda o modo de visualización, etc. Se debe pulsar la tecla  
para confirmar ese valor [17].  
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Figura  4: controles operativos, indicadores y conexiones 
 
 
 
En la Tabla 3 se describe la función básica de cada tecla. Algunas teclas pueden 
tener asignadas funciones especiales dependiendo de la pantalla. 
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Tabla 3: descripción de la función básica de cada tecla. 
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 Continuación Tabla 3: descripción de la función básica de cada tecla. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 35 
 
 
5 METODOLOGÍA. 
 
 
La metodología que se va a seguir para la determinación de fosfatos por el método 
fotométrico en muestras de suelos en el CIDAR es la tomada de manual de 
CENICAFÉ en la práctica determinación de fósforo [18]. 
 
5.1  Montaje de la metodología 
 
 Se preparó la solución estándar  de 50 mg/L de P a partir de fósforo de 
hidrogeno y potasio cristalizado (KH2PO4), previamente secado una hora a 
105°C y posteriormente desecado; se tomaron 0.0550 g de (KH2PO4), como se 
evidencia en la foto Nº 2,  los cuales fueron llevados a un balón de 250 mL. 
 
 
 
Foto Nº 2: peso tomado de KH2PO4 para la preparación de la solución 
estándar  de fósforo. 
 
 A partir de la solución estándar  se prepararon los patrones de 5,10 y 20 mg/L 
y a partir del patrón de prepararon los  patrones  desde 0.1 hasta 3 mg/L para 
la determinación de rango de trabajo. 
 
 
  Con el rango de trabajo y la curva de calibración establecidos de determinaron  
los parámetros  estadísticos para la estandarización de fosfatos por el método 
fotométrico. 
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   Finalmente se realizó el análisis de muestras reales para determinar la 
efectividad del método, de acuerdo al tipo de muestras que se analizan en el 
laboratorio de suelos del CIDAR. 
 
5.2  EQUIPOS, REACTIVOS Y VIDRIERIA. 
 
5.2.1 Equipos  
 
 Balanza analítica. 
 
 Espectrofotómetro UV-Visible. 
 
 Estufa  
 
5.2.2 Reactivos 
 
Reactivos grado analítico o superior. 
 
 Ácido ascórbico (C6H8O6 al 99.7%) 
 
 Ácido clorhídrico (HCl al 36.5%) 
 
 Ácido sulfúrico (H2SO4 al 97%) 
 
 Fluoruro de amonio (NH4F al 98%) 
 
 Fosfato de hidrogeno y de potasio cristalizado (KH2PO4 ) 
 
 Tartrato de antimonio y potasio (K (SbO) C4H4O6. ½ H2O al 99.5%) 
 
 Molibdato de amonio (NH4Mo7O2. 4H2O al  82%) 
 
 Agua tipo 1 
 
 
 
5.2.3 Vidriería 
 
Material volumétrico clase A. 
 
 Matraces aforados de 25,100, 200  y  1000 mL. 
 
 Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, 5, 10 y 25 mL. 
 
 Celdas fotométricas de 10 y 25 mL. 
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 Beaker de 25 y 50 mL. 
 
 
5.4  PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DE TRABAJO. 
 
 
 Ácido clorhídrico 4N: se tomó 500 mL de ácido clorhídrico concentrado (12N, 
d=1.18) y adicionar un litro de agua. 
 
 Solución extractora: (HCl 0.1N + NH4F 0.03N).se disolvió  1.11 g de NH4F, en  
25.0 mL. de HCl 4N y se aforo a un litro con agua destilada.  
 
 Solución A: se disolvieron  6 g de molibdato de amonio (NH4) Mo7 O24. 4H2O 
en 20  mL. de agua, posteriormente se añadió 0.1455 g de tartrato de 
antimonio y potasio. K (SbO) C4H4O6. ½ H2O y se agregó lentamente con 
agitación 70 mL de H2SO4 concentrado. Se enfrió la solución y se aforo a un 
volumen de 100 mL. 
 
 Solución B: se disolvieron 12.2 g de ácido ascórbico (C6H8O6) en 100 mL. de 
agua.  
 
Nota: las soluciones A y B se beben guardar en una nevera, por ser sensibles al 
calor y a la luz en estas condiciones se pueden usar durante 2 meses. 
 
 Solución coloreadora: A partir  de las soluciones A y B, tomaron  25 mL de la 
solución A; se transfirieron   a 800 mL de agua en un balón  aforado de un litro  
y se añadió  10 mL de la solución B, llevando a un volumen de un litro con 
agua. 
 
 
 
5.5  PREPARACIÓN DE PATRONES PARA LA CURVA DE CALIBRACIÓN. 
 
 
 Para la Estandarización de fosfatos por el método fotométrico de Bray II  se 
prepararon  una serie de patrones a partir de la solución madre de 50 mg/L de P,  
para determinar  el rango óptimo de concentración para la elaboración de la curva 
de calibración. El procedimiento para la preparación de las soluciones patrón para 
la curva de calibración se muestra a continuación: 
 
 Patrón de 0.0 mg/L blanco de reactivos: Esta solución contiene 2 mL de 
agua y 18 mL de solución coloreadora. 
 
 Blanco de tanda: esta solución contiene 2 mL de solución extractora y 18 mL 
de solución coloreadora. 
 
 38 
 
 la solución patrón  de 50 mg/L de P: se preparó a partir de fósforo de 
hidrogeno y potasio cristalizado (KH2PO4), previamente secado una hora a 
105°C y posteriormente desecado; se tomaron 0.0550 g de (KH2PO4),  los 
cuales fueron llevados a un balón de 250 mL. 
 
 
En las tablas N° 4 y 5 se muestran los volúmenes que se deben tomar para la 
preparación de los patrones para la realización de la curva de calibración  
 
 
Tabla 4: patrones preparados a partir de la solución patrón  de 50 mg/L de fósforo. 
 
Concentración en mg/L Volumen tomado 
solución patrón 
Volumen  a aforar 
20 mg/L 10 mL 25 mL 
10  mg/L 5 mL 25 mL 
5 mg/L 25 mL 25 mL 
 
 
Tabla 5: patrones preparados a partir de la solución de 5 mg/L de fósforo. 
 
 
Concentración en mg/L Volumen tomado 
solución patrón 
Volumen  a aforar 
3.0 mg/L 15 mL 25 mL 
2.0 mg/L 10mL 25 mL 
1.0 mg/L 5 mL 25 mL 
0.8 mg/L 4 mL 25 mL 
0.6 mg/L 3 mL 25 mL 
0.4 mg/L 2 mL 25 mL 
0.2 mg/L 1 mL 25 mL 
0.1 mg/L 0.5 mL 25 mL 
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5.6  PARÁMETROS ESTADÍSTICOS A DETERMINAR. 
 
Algunos de los parámetros estadísticos a determinar, los cuales son 
necesarios para la determinación de fósforo se muestran en la tabla 6 [4].  
 
Tabla Nº 6: parámetros estadísticos necesarios para la estandarización. 
  
Actividad ¿Cómo? 
Determinación 
de los límites 
de detección y 
cuantificación 
Medir réplicas de un estándar de concentración 
teórica del mínimo valor detectable: límite de 
detección del método (LDM =blanco +  3s) y límite 
de cuantificación (LC =blanco   10s). 
Determinación 
de la exactitud, 
expresada 
como %E 
Medir réplicas de cada estándar a tres 
concentraciones teóricas diferentes: 
E. b: Estándar bajo, cercano al LC. 
E. m: Estándar medio, cerca del 50 % del rango de 
trabajo. 
E. a: Estándar alto, cerca del 80 % del rango de 
trabajo. 
Se calcula: Xm, s, % CV y % E. 
Determinación 
de la precisión, 
expresada  
como %CV 
Indica el grado de concordancia entre los datos 
obtenidos para réplicas de una misma muestra, 
aplicando el mismo procedimiento experimental bajo 
condiciones preestablecidas 
Determinación 
de la 
sensibilidad del 
método 
Dada por la pendiente de la curva de calibración. 
Determinación 
de la 
repetitividad del 
método  
Proximidad entre los resultados de mediciones 
sucesivas del mismo mesurando, realizadas bajo las 
mismas condiciones de medición. (Aplicación de un 
mismo procedimiento, a un mismo objeto, por el 
mismo operador, en intervalos cortos de tiempo, con 
el mismo equipamiento instrumental, en el mismo 
lugar). 
Determinación 
de la 
reproducibilidad 
del método  
Proximidad entre los resultados de mediciones de un 
mismo mesurando, realizadas bajo distintas 
condiciones de medición 
Consolidación 
de la 
información 
obtenida de la 
validación 
Tratamiento estadístico de los datos obtenidos. Se 
comparan los resultados y cálculos obtenidos por 
ensayo, promediándolos y calculándoles su 
desviación estándar (s). 
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5.7 ANÁLISIS DE MUESTRAS REALES.  
 
5.7.1  Preparación de la muestra. 
 
Antes de ser analizadas en el laboratorio las muestras tienen el siguiente proceso 
de preparación: 
 
 Secado: se extiende la muestra de suelo sobre papel periódico a 
temperatura entre 40° C en el horno según el procedimiento descrito para el 
secado en la NTC/ISO 11464 de 1995   donde permanece 
aproximadamente 24 horas. 
 
 Molienda y tamizado: los terrones y agregados grandes deben reducirse de 
tamaño en un mortero de porcelana y se pasa por un tamiz (diámetro 
interior de la malla 2 mm). 
 
 
5.7.2 Análisis de laboratorio  
 
Pesar 2.00 g de suelo en un frasco plástico   
 
Añadir  20 mL de la solución extractora. Agitar durante 40 segundos  manualmente 
y cronometrado el tiempo. 
 
Dejar en reposo por 24 horas. 
 
Tomar 2 mL del extracto del sobrenadante. 
 
Adicionar  18 mL de solución coloreadora y aforar a 25 mL con agua destilada. 
 
Realizar las determinaciones a los 15 min a 660 nm. 
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6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
 
 
6.1 Experimentos de Estandarización. 
 
 
Lugar: Centro Integral De Diagnostico Agropecuario de Risaralda (CIDAR)   
Tipo de práctica: Práctica empresarial conducente 
Equipo: Espectrofotómetro ultravioleta-visible. HACH DR-2010 
Analista: Lina Marcela Arias Giraldo 
Fecha: Desde 23/08/2013 hasta 23/02/2014  
 
 
En la foto Nº 3 se evidencia la realización de la práctica universitaria  en el 
laboratorio de suelos del CIDAR para  la estandarización de una metodología para 
la medición de fosfatos por el método fotométrico de Bray y Kurtz Nº 2. 
 
 
 
Foto Nº 3: estandarización de una metodología para la medición de fosfatos por el 
método fotométrico de Bray y Kurtz Nº 2. 
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6.1.1 Establecimiento del rango de linealidad 
 
El manual de CENICAFÉ  establece que para la medición de fósforo  por el 
método de Bray y Kurtz Nº 2 el rango óptimo de trabajo es 10 y 20 mgPO43-/L, 
pero de acuerdo  a la determinación de fósforo utilizando la adición de  un sobre 
de phos ver 3 phosphatela muestras de suelo que se analizan en el CIDAR  las 
cantidades de fósforo son relativamente bajas, por ende la los rangos establecidos 
para la determinación de fósforo por el método fotométrico de Bray  y Kurtz Nº 2 
son desde 0.1 a 1 mg PO43- //L (rango bajo) y desde 1 a 20 mg PO43/L (rango 
alto). En la tabla Nº 5 y 6 se observa el comportamiento de la concentración Vs  la 
absorbancia de los patrones preparados para la obtención del rango de trabajo 
establecido en la medición de fosfatos. 
 
En las gráficas Nº 1 y 2 se observa el comportamiento lineal del rango de trabajo 
establecido para la medición de fosfatos por el método fotométrico. 
 
En las fotos 3 y 4  se  evidencia la dilución de los fosfatos por la formación del ion 
complejo debido a la interacción del fluoruro de amonio, ya que cuando se reduce 
el molibdato aparece el color azul característico, el cual se intensifica a medida 
que aumenta la cantidad de fósforo en la muestra.  
 
 
Tabla  Nº 7: datos obtenidos para el rango bajo desde 0.1 a 1 mg PO43/L en la  
curva de calibración establecida para la estandarización de la medición de fosfatos 
(PO43-) por el método fotométrico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Concentración mg PO43-/L ABS a 660 nm. 
0,1 0,011 
0,2 0,021 
0,4 0,042 
0,6 0,06 
0,8 0,08 
1 0,099 
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Grafica 1: datos obtenidos para el rango bajo  desde 0.1 a 1 mg/L en la  curva de 
calibración establecida para la estandarización de la medición de fosfatos (PO43-) 
por el método fotométrico 
 
 
 
Foto Nº 4: preparación de patrones rango bajo (0.1  a 1 mg/l) 
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Tabla  Nº 8: datos obtenidos para el rango alto desde 1  a 20 mg/L en la  curva de 
calibración establecida para la estandarización de la medición de fosfatos (PO43-) 
por el método fotométrico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafica 2: datos obtenidos para el rango desde 1  a 20 mg/L en la  curva de 
calibración establecida para la estandarización de la medición de fosfatos (PO43-) 
por el método fotométrico. 
 
 
 
 
 
y = 0,099x + 0,0018
R² = 0,9999
0
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0 5 10 15 20 25
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Concentración Vs Absorbancia 
Abs a 660 nm
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Concentración mg PO43-/L ABS a 660 nm 
1 0,099 
2 0,198 
3 0,293 
5 0,500 
10 1,003 
20 1,976 
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Foto Nº 5: preparación de patrones rango alto (1  a 20 mg/L) 
 
 
6.1.2 Exactitud. 
 
Para la determinación de este parámetro se prepararon 24 patrones  de  estándar 
bajo,  medio y alto  cuyas concentraciones  son  de 0.1,  0.6 y 3.0  mg PO43- / L, 
realizados por un mismo analista, adicionalmente para corroborar la veracidad de 
la exactitud se realizó la preparación de un patrón de 20 mg PO43- / L  por un 
analista diferente, se  realizaron  las determinaciones y se determinó el valor de la 
media (Xm)  para el  cálculo del porcentaje de error y la exactitud .  
 
En las tablas Nº 9, 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos en la medición  
del estándar bajo, medio y alto realizados por un mismo analista. 
 
Las fotos Nº 6, 7 y 8 evidencian la preparación de los patrones para la medición de 
cada uno de los estándares mencionados. 
 
En la tabla  N° 12 se muestra el resultado obtenido en la medición del patrón de 20 
mg PO43- / L realizado por un analista diferente. 
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Tabla Nº 9: Datos obtenidos para estándar bajo en la estandarización de fosfatos 
por el método fotométrico. 
 
 
 
Ensayos 
Estándar bajo 
Concentración teórica 0,1mg PO43- / L 
Réplicas 
1 0,091 
2 0,101 
3 0,101 
4 0,091 
5 0,091 
6 0,091 
7 0,091 
8 0,101 
Xm 0,095 
% E 5,263 
 
 
Se puede observar que el porcentaje de error  de las ocho determinaciones es 
inferior al 10%. 
 
 
Foto Nº 6: patrones preparados en el  estándar bajo (E.b) 
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Tabla Nº 10: datos obtenidos para estándar medio  en la estandarización de 
fosfatos por el método fotométrico. 
 
 
  
  
Ensayos 
Estándar medio 
Concentración teórica 0,6mg PO43- / L, 
Réplicas 
1 0,606 
2 0,606 
3 0,616 
4 0,616 
5 0,606 
6 0,616 
7 0,616 
8 0,606 
Xm 0,611 
%E 1,800 
 
Según los resultados anteriores  se puede observar que el porcentaje de error  de 
las ocho  determinaciones es inferiores al  5% 
 
 
Foto Nº 7: Patrones preparados en el  estándar medio (E.m.) 
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Tabla Nº 11: datos obtenidos para E.a en la estandarización de fosfato por el 
método fotométrico. 
  
 
Ensayos 
Estándar alto 
Concentración teórica 3,0 mg PO43- / L, 
Réplicas 
1 3,020 
2 3,000 
3 3,000 
4 3,000 
5 3,000 
6 3,000 
7 3,010 
8 3,010 
Xm 3,005 
%E 0,166 
 
Según los resultados anteriores  se puede observar que el %E de las ocho  
determinaciones son inferiores  a 1%. 
 
 
 
 
 
Foto Nº 8: Patrones preparados en el  Estándar Alto  (E.a.) 
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Analista; Pamela Cano  
Tabla Nº12: datos obtenidos en el patrón de 20 mg PO43/L  en la estandarización 
de fosfatos por el método fotométrico. 
 
 
 
 
Replica 
Rango Alto 
Absorbancia Teórica del  patrón 20 mg PO43/L  
es  1,976 
 
Absorbancia 
1 2,003 
%E 1.347 
 
Se puede observar que el ´porcentaje de error es inferior al %5. 
 
6.1.3 Precisión. 
 
Fue establecida a partir de la medición de 8 réplicas obtenidas por un mismo 
analista trabajando siempre bajo las mismas condiciones, adicionalmente se 
realizó la determinación  de las  8  réplicas por un mismo analista pero en días 
diferentes  y por último se realizaron  las determinaciones con diferentes analistas 
bajo las mismas condiciones. En tablas N° 12,13 y 14 se observa los resultados 
obtenidos. 
 
Tabla Nº 13: datos obtenidos por un mismo analista el mismo día  en la 
estandarización de fosfato por el método fotométrico 
  
  
Replica 
Estándar medio 
Concentración Teórica  0.6mg 
PO43-/L 
Ensayo 1 
1 0,596 
2 0,608 
3 0,608 
4 0,606 
5 0,606 
6 0,606 
7 0,616 
8 0,616 
 Xm 0,608 
s 0,005 
%CV 1,000 
 
(*) Los valores de los coeficientes de variación obtenidos son inferiores al 2% 
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Tabla Nº 14: datos obtenidos por un mismo analista en diferente  día  en la 
estandarización de fosfato por el método fotométrico 
  
  
Replica 
Estándar medio 
Concentración Teórica  0.6 mg PO43- /L 
Ensayo  día 1 Ensayo  día 2 
1 0,576 0,598 
2 0,586 0,619 
3 0,586 0,629 
4 0,596 0,619 
5 0,596 0,629 
6 0,586 0,629 
7 0,586 0,619 
8 0,596 0,619 
 Xm 0,583 0,620 
s 0,006 0,010 
%CV 0,991 1,648 
 
(*) Los valores de los coeficientes de variación obtenidos son inferiores al 2%. 
 
Analista: Pamela Cano 
 
 Tabla Nº 15: datos obtenidos por diferente analista en la estandarización de 
fosfato por el método fotométrico 
 
 
 
 
Replica 
Estándar medio 
Concentración Teórica  0.6mg PO43-/L 
Ensayo 1 
1 0,424 
2 0,475 
3 0,677 
4 0,606 
5 0,525 
Xm 0,541 
s 0,036 
%CV 7 
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En los resultados obtenidos según la tabla Nº 15 por un segundo analista  el 
coeficiente de variación obtenido es superior a los obtenidos durante la 
estandarización de fosfatos por el método fotométrico pero se encuentra dentro 
del criterio de aceptación de %CV ≤10%  lo que demuestra que la técnica es 
totalmente reproducible.  
 
El método es preciso, ya que las medidas realizadas por un mismo analista el 
mismo día y en diferentes días  presentaron coeficientes de variación inferiores a 
los 2% consideradas aceptables para los métodos espectrofotométricos. En 
términos de reproducibilidad los resultados demuestran la existencia de la 
precisión por no presentar diferencias significativas en patrones  analizadas 
durante un mismo día, por diferente  analista en el mismo laboratorio con los 
mismos equipos y reactivos [16]. 
 
6.1.4  Linealidad. 
 
Para el cálculo de linealidad se estudió la relación  de concentración y  
Absorbancia con la que se obtuvo la curva de calibración y se aplicó regresión 
lineal y se determinó los parámetros siguiendo la formula general de la recta. 
y = a + bx 
 
 Donde y es la absorbancia, a es el intercepto, b es la pendiente y x  la 
concentración.  
 
En la tabla  Nº 16 se encuentran los valores de  de concentración (x) y 
absorbancia (y) para la realización de los cálculos de  linealidad del método por 
medio de  regresión lineal. 
 
Tabla Nº 16: linealidad del método estandarización de fosfatos por el método 
fotométrico  
Patrones 
(N) x (mg/L) y xy x2 y2 
 1 0,1 0,011 0,001 0,010 0,000 
 2 0,2 0,021 0,004 0,040 0,000 
 3 0,4 0,042 0,017 0,160 0,002 
 4 0,6 0,060 0,036 0,360 0,004 
 5 0,8 0,080 0,064 0,640 0,006 
 6 1 0,099 0,099 1,000 0,010 
 7 2 0,198 0,396 4,000 0,039 
 8 3 0,293 0,879 9,000 0,086 
 9 5 0,500 2,500 25,000 0,250 
 10 10 1,003 10,030 100,000 1,006 
 11 20 1,976 39,520 400,000 3,905 
∑ 43,100 4,283 53,546 540,210 5,308 
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La pendiente se calculó de acuerdo a la siguiente formula. 
 
 
𝑏 =  
N ∑ 𝑥𝑦 − ∑ 𝑥 ∑ 𝑦
N ∑ x2 − (∑ x)
2  
 
 
𝑏 =  
11(53.5461) − (43.1 ∗ 4.283)
11(540.21) − (43.1)2
= 0.099 
 
 
El intercepto se calculó de acuerdo a la siguiente formula. 
 
 
𝑎 =
∑ 𝑦 − 𝑏 ∑ 𝑥
𝑁
 
 
𝑎 =
4.283 − 0.099(43.1)
11
= 0.0014636 
 
 
Para comprobar la linealidad del método se realiza el cálculo de coeficiente de 
correlación múltiple y de determinación de acuerdo a las siguientes formulas- 
 
 
𝑟 =
𝑁 ∑ 𝑥𝑦 − ∑ 𝑥 ∑ 𝑦
√[𝑁 ∑ 𝑥2 – (∑ 𝑥)2][𝑁 ∑ 𝑦2 − (∑ 𝑦)2]
 
 
 
𝑟 =
11(53.5461) −  (43.1 ∗ 4.283)
√[11(540.21) − (43.1)2][11(5.307765) − (4.283)2]
= 0.99997 
 
 
 
Y el coeficiente de determinación es  
 
 
𝑟2 = (𝑟)2 
𝑟2 = (0.99997)2 
 
𝑟2 = 0.99998 
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En la tabla Nº 17 se encuentran los resultados obtenidos en la linealidad del 
método, donde se establece la relación existente entre la concentración y la 
absorbancia durante la estandarización de fosfatos por el método fotométrico. 
 
 
 
 
Tabla Nº  17: determinación de parámetros por medio de regresión lineal. 
 
 
Estadística de la Regresión 
 
Coeficiente de correlación múltiple 0,999 
Coeficiente de determinación  r2 0,999 
 
Coeficientes 
Intercepto 0,999 
Variable x 0,001 
 
 
La grafica Nº 3 muestra la linealidad del método por medio  de  regresión lineal de 
mínimos cuadrados obtenida  a partir de concentración vs  absorbancia. 
 
Grafica 3: relación lineal entre la absorbancia y la concentración de fosfatos 
 
 
 
La linealidad del método evaluado en el intervalo de concentración teórica 
comprendido entre 0.1 a 20 mg/ arrojo un  coeficiente de correlación de 0.999 
mostrando que existe correlación entre la concentración del analito (x) y la 
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absorbancia (y) de esta manera se cumple el criterio de aceptación según de r2 = 
0.098 [16]. 
 
 
6.1.5. Límite de detección y cuantificación (LD y LC) 
 
 
Se realizó a partir de  las mediciones de Absorbancia obtenidas en el rango Bajo y 
se aplicó la ecuación de la recta calculada en la linealidad para el cálculo de las 
concentraciones  (tabla Nº 18). 
 
Ecuaciones y comentarios  
 
Tabla Nº 18. Límites de detección  y cuantificación a diferentes concentraciones 
en el extracto de fosfatos. 
 Estándar Alto 
 Señal del Blanco mg PO43-/L 
Ensayos Réplicas 
1 0,001 
2 0,002 
3 0,001 
4 0,001 
5 0,001 
6 0,002 
7 0,002 
8 0,001 
Xm 0,001 
S 0,001 
LC 0,005 
LD 0,002 
 
 
Los resultados obtenidos son homogéneos entre sí, esto indica que no hay 
diferencias significativas en las distribuciones de cada uno de ellos, lo que permite 
establecer que los valores de LD y LC. 
  
En conclusión: 
 
El límite de detección (LC) promedio es 0, 005 mg PO43-/L. 
El límite de cuantificación (LD) promedio es 0,002 mgPO43-/L. 
 
En cuanto a los límites de detección y cuantificación  los calores demuestran una 
detección del equipo a partir de 0, 002 mg/L y una cuantificación a partir de 0,005   
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mg/L  con una aceptación y  precisión aceptable lo cual demuestra la factibilidad 
del método. 
 
 
6.1.6 Sensibilidad de calibración del método. 
 
La definición cuantitativa de sensibilidad aceptada por la unión internacional de 
química pura y aplicada (IUPAC), es la de sensibilidad de calibrado, que se define 
como la pendiente de la curva de calibrado a la concentración objeto de estudio; la 
mayoría de las curvas de calibrado son de tipo lineal y se definen   así: 
 
S = mc + Sbl 
 
Dónde:  
S = Señal de medida  
m = pendiente de la línea recta 
c   = Concentración 
s   = intercepción de la recta con el eje  
 
y = 0.0999x – 0.0014636 
r2 = 0.99998 
 
La sensibilidad observada el procedimiento de estandarización  fue alta 0.0999 lo 
que significa que método es muy  sensible a pequeños cambios en la 
concentración.  
 
 
7. ANÁLISIS DE MUESTRAS REALES  
 
El análisis se realizó a muestras disponibles en el laboratorio de suelos del centro 
de diagnóstico Agropecuario de Risaralda CIDAR. Las muestras se secaron en 
estufa a una temperatura 40°c durante 24 horas, posteriormente se tamizaron y se 
realizó la determinación de acuerdo al siguiente procedimiento: 
 
Pesar 2.00 g de suelo en un frasco plástico   
 
Añadir  20 mL de la solución extractora. Agitar durante 40 segundos cronometrado 
el tiempo. 
 
Dejar en reposo por 24 horas. 
 
Tomar 2 mL del extracto del sobrenadante. 
 
Adicionar  18 mL de solución coloreadora y aforar a 25 mL con agua destilada. 
 
Realizar las determinaciones a los 15 min a 660 nm. 
 
 56 
 
 
Los resultados obtenidos en el análisis  de las muestras realizadas se observan en 
la Tabla  Nº 19. 
 
 
Tabla  Nº 19: Resultados de Análisis de muestra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota. En mediciones normales la muestra de prueba tiene una Absorbancia 
positiva en comparación con la de referencia.  En ocasiones, puede suceder que 
la química se haya previsto para una referencia coloreada y una solución de 
prueba menos absorbente, es decir, el instrumento responderá correctamente a 
absorbancias negativas hasta un valor de –0.30 A. 
 
Debido a que la muestra 225* presenta una absorbancia de -0,061 inferior a -0.30 
Abs la muestra se encuentra fuera del rango de trabajo. 
 
En la foto Nº 9 y 10  se muestran los resultados obtenidos en el  análisis de 
muestras de la tabla N° 19. 
 
MUESTRA ABSORBANCIA A 660 nm 
207 0.044 
212 0.052 
215 0.077 
224 0.021 
Café 0.028 
213 0.054 
206 0.073 
207* 0.000 
206* 0.026 
225* -0.061 
209 0.123 
217 0.028 
211 0.154 
Pasto 0.039 
208 0.077 
216 0.021 
210 0.189 
205 0.016 
 57 
 
 
Foto Nº 9: Resultados análisis de muestras 
 
 
Foto Nº 10: Resultados análisis de muestras 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en el análisis  de muestras el  rango 
establecido en la estandarización de fósforo por el método fotométrico abarca los 
resultados de los análisis de suelos realizados en el CIDAR ya que  la 
concentración de P en el suelo  en el territorio de Risaralda es muy baja , como se 
evidencia en los estudios realizados por Guzmán, Laura Catalina, estudio  
bromatológico y microbiológico de mucilago de aloe vera y de fertilidad del suelo 
de cultivos ubicados en el corregimiento de la florida, municipio de Pereira, 
departamento de Risaralda, UTP 2012, al encontrar 0.01% de fósforo [19]. 
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La linealidad del método evaluado en el intervalo de concentración teórica 
comprendido entre 0.1 a 3.0 mgPO43-/L con un coeficiente de correlación de 0.999 
y un coeficiente de determinación de 0,999 (cercanos a la unidad) que  indica la 
existencia de una proporcionalidad lineal entre las concentraciones de extracto de 
fosfatos  respecto a la absorbancia. En cuanto a los límites de detección y 
cuantificación los valores demuestran una detección del equipo a partir de 0,005 
mg PO43-/L y una cuantificación a partir de 0, 002 mg PO43-/L con una exactitud y 
precisión aceptable lo cual demuestra la factibilidad del método. 
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ANEXOS 
 
 
En la sección de anexos se encuentra las hojas de vida de los equipos, y 
certificado de análisis  de fosfato de hidrógeno y potasio  
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8 CONCLUSIONES. 
 
 Se estandarizó la determinación de fósforo por el método fotométrico de 
BRAY Y KURTZ Nº 2  en matrices de suelo.  
 
 La técnica de espectroscopia ultravioleta- visible para el análisis de fosfatos 
expuso buenos valores para los parámetros estadísticos necesarios para la 
cuantificación de estos: R2  cercanos a la unidad 0.9999; y valores de SD y 
RSD inferiores al  2% a demás se obtuvo un límite de detección del equipo 
de 0,005 mg PO43-/L y límite de cuantificación  a partir de 0,002 mgPO43-/L. 
 
 Con la estandarización de fosfatos por el método fotométrico, se 
proporciona una herramienta de análisis con el cual se puede reportar 
confiables y repetibles, el cual es muy necesaria en el laboratorio del suelos 
del CIDAR, donde se realizan análisis a los agricultores del departamento. 
 
 Se elaboró  el instructivo de trabajo y el manual de trabajo del equipo  en la 
estandarización de fosfatos por el método fotométrico. 
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ANEXOS. 
 
Anexo  1: Certificado de análisis  fosfato de hidrogeno y potasio  
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ANEXO 2: ficha técnica  del espectrofotómetro HACH modelo 2010 
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ANEXO 2: ficha técnica del horno de secado BINDER modelo WTB bd53 
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ANEXO 3: ficha técnica de balanza electrónica SHIMADZU modelo 
ELB12K  
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